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ME: 植物 离 体 苦 段 嫁接 系统 是 在 无 菌 条 件 下 将 茎 切 段 凉 接 后 放 人 培养 基 中 ， 使 接 德 和 砧木 
分 别 与 省 不 同 成 分 的 培养 基 接 航 ， 青 置 光 下 培养 的 一 个 模拟 植物 正常 生理 过 程 、 环 境 条 件 可 
控 的 实验 系统 。 离 体 甘 段 嫁接 体 的 发 育 与 整体 类 似 ， RPRRMSHAKE. OHARA, 
次 生 胞 间 连 经 形成 和 维 管束 分 化 等 几 个 步 屯 ， 发 育 进程 受 和 植物 激 率 如 生长 案 和 细胞 分 裂 察 调 
节 。 该 系统 的 建立 为 阐明 嫁接 体 发 育 机 理 及 嫁接 亲 和 性 机 制 提供 了 重要 的 依据 。 
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The Grafting of Excised Hypocotyl Segment of Plant 
in Sterile Culture 


LU Shan - Fa 
( Instinae of Botany, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100093, China) 


Abstract: The grafting of excised hypocotyl segment of plant in sterile culture is described in which two ex- 
planted internodes are grafted together in sterile culture and then inserted between two agar surfaces and in- 
cubated under light. It imitates the normal physiological procesa, and is a controllable experimental system. 
Development of the graft union is similar to that observed in whole - plant graft unions, including a sequence 
of several distinct steps: initial cohesion of stock and scion; proliferation of callus at graft interface; symplas- 
tic interconnection of individual cells of graft partners by secondarily formed plasmodesmata; and vascular 
bridge formation. The process of development is regulated by plant hormones such as auxin and cytokinin. 
Clearly this system can be used as a powerful tool in demonstrating the mechanisms of graft formation and 
graft compatibility . 
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植物 嫁接 历史 悠久 。 人 必 为 一 项 农业 生产 技术 ， 它 已 成 为 一 种 常规 的 无 性 繁殖 手段 ， 在 
林木 、 果 树 、 蔬 菜 、 花 卉 生产 等 众多 方面 发 挥 愈 来 愈 重要 的 作用 ; 作为 一 个 基础 理论 研究 
的 理想 系统 ， 嫁 接 技术 已 用 于 细胞 识别 机 制 (Moore，1984; Jefree & Yeoman, 1983; Yeo- 
man 等 ，1978)、 物 质 运 输 {Xoconostle - Cazares #, 1999), fF B48 (McGurl 等 ，1994; 
Balauqui & Vaucheret, 1998; Palauqui 等 ，1997; 卢 善 发 和 杨 世 杰 ，1995a，b; 1996), WH 
侵 染 途径 (Wilson & Jones, 1992; Wintermantel 等 ，1997; Demick & Barker, 1997) 和 开花 
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HLH! (Larkin $, 1990) 等 重大 理论 问题 的 研究 。 嫁 接 体 的 发 育 ， 既 不 是 无 性 杂交 ， 也 不 
是 接穗 和 砧木 的 机 械 愈合 ， 而 是 不 同 植物 或 间 一 植物 的 器 官 、 组 织 或 细胞 相互 影响 、 相 互 
作用 结合 成 为 一 个 有 机 整体 的 过 程 。 对 这 一 过 程 开 展 深 入 细致 的 研究 ， 不 仅 有 重要 的 理论 
意义 ， 还 具 广泛 的 应 用 前 景 。 

对 嫁接 基础 理论 ， 自 本 世纪 初 开始 至 今 ， 特 别 是 79?、80 年 代 ， 进 行 了 大 量 研 究 ， 相 
继 提 出 一 系列 假说 ， 试 图 解释 嫁接 的 生物 学 实质 、 亲 和 性 机 制 以 及 一 些 其 它 理论 问题 。 众 
说 纷 终 ， 意 见 不 一 。 这 一 方面 由 于 嫁接 体 发 育 是 一 个 非常 复杂 的 生物 学 过 程 ， 另 一 方面 与 
研究 不 够 深入 有 密切 关系 。 薄 纶 的 基础 理论 使 1] 在 寻找 合适 的 砧木 时 ,往往 要 用 可 能 的 
砧木 一 个 一 个 地 试验 ， 费 时 费 工 ; 2) 由 于 嫁接 的 不 亲 和 性 如 后 期 不 亲 和 现 象 导致 某 一 大 
树 或 成 片 果 树 突然 死亡 ， 造 成 巨大 的 经 济 损失 (Hartmann & Kester, 1983); 3] 难以 找到 有 
效 的 克服 不 亲 和 的 方法 ， 限 制 了 嫁接 技术 的 应 用 范围 。 

造成 嫁接 理论 研究 不 够 深 人 的 一 个 主要 原因 是 缺乏 理想 的 研究 系统 。 过 去 的 研究 多 在 
整体 条 件 下 进行 ， 嫁 接 后 环境 条 件 难以 控制 ， 而 环境 条 件 的 变化 ， 对 嫁接 组 合 的 发 育 影响 
较 大 ， 给 进一步 研究 带 来 很 大 困难 。 为 此 Parkinson 和 Yeoman (1982) 首先 建立 了 离 体 葵 
段 嫁接 系统 。 该 系统 的 建立 及 随后 的 研究 ， 为 阐明 嫁接 体 发 育 机 理 黄 定 了 重要 基础 。 


1 BERRA 

HD PAS BREA KE Parkinson 和 Yeoman 于 1982 年 首先 提出 的 。 他 们 模拟 植物 
正常 的 生理 过 程 ， 将 嫁接 体 的 接穗 和 砧木 分 别 与 含有 不 同 成 分 的 培养 基 接触 ， 从 而 提供 了 
一 个 可 控 的 实验 系统 。 嫁 接 时 ， 先 切取 适当 粗细 的 茎 段 ， 用 石 铺 将 切口 封 住 ， 进 行 常 规 消 
毒 ， 再 将 带 有 蛙 的 蕉 端 切 去 ， 按 需要 将 茎 段 拼 接 在 一 起 ， 用 透明 塑料 管 固定 住 接口 。 然 后 
平 放 在 培养 四 中 ， 使 砧木 基部 和 接 稿 顶 端 分 别 置 于 同一 个 培养 区 的 不 同 培养 基 中 (图 1)。 
最 后 封闭 培养 四 ， 将 其 置 于 光照 下 培养 。 与 常规 的 整体 嫁接 相 比 ， 离 体 荃 段 嫁接 系统 有 许 
多 优点 : 无 菌 ; 嫁接 体 的 发 育 不 受 枝 、 叶 和 根 的 影响 ， 可 更 精确 地 研究 嫁接 体 的 发 育 过 
程 ; 可 方便 地 改变 培养 基 成 分 和 培养 条 件 ， 研 究 各 种 理化 因子 在 嫁接 体 发 育 过 程 中 的 作 
用 ， 从 而 提供 了 一 个 研究 嫁接 体 发 育 及 嫁接 亲 和 性 机 制 的 新 系统 。 

Ait, Parkinson 和 Yeoman 所 述 的 方法 较为 繁 锁 ， 因 材料 消毒 不 彻底 还 会 造成 大 量 污 
染 ， 污 染 率 往往 达 30% ~ 40 色 ， 严 重 影响 了 进一步 研究 。 再 者 ， 当 砧木 和 接 稳 茎 段 粗细 
相差 较 大 时 ， 用 塑料 管 难以 固定 嫁接 接合 部 ， 影 响 嫁接 体 发 育 。 因 此 ， 我 们 对 实验 材料 和 
嫁接 方法 进行 了 改进 。 选 用 试管 苗 的 下 胚 轴 进 行 嫁接 ， 不 需 消 毒 ， 也 不 要 旺 封 莹 段 两 端 ， 
只 要 切取 葵 段 后 嫁接 ， 用 透明 塑料 管 固定 ， 放 人 培养 基 中 ， 使 其 上 端 与 接穗 培养 基 接触 ， 
下 端 与 砧木 培养 基 接触 ， 培 养 下 周围 用 封口 膜 封 严 ， 做 好 标记 即 可 。 嫁 接 方法 可 依 材 料 的 
AMMAR, SERA KAAS, PRM PRR ARH RA ie 
(如 黄瓜 自体 嫁接 ， 图 24); 当 接 穗 和 砧木 粗细 不 一 致 时 ， 可 先 将 接 德 下 端 前 成 融 形 ， 再 
切取 砧木 并 在 其 上 端 从 一 边 避 开 空 腔 竖 切 一 刀 (如 黄瓜 /南瓜 ,图 2B) 或 从 中 间 竖 切 一 刀 
(如 黄瓜 /绿豆 ， 图 2C)。 将 模 形 接 稿 插 人 砧木 切口 后 用 塑料 管 固定 。 研 究 表明 ， 经 过 改进 
的 离 体 茎 段 嫁接 系统 ， 嫁 接 过 程 简单 且 不 存在 材料 污染 《上 户 善 发 等 ，1996)。 
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图 1 MRA R RRR 图 2 嫁接 方法 
Fig.1 1 System of explanted internode grafting A. RL AGE, B, 黄瓜 / 黑 籽 南瓜 异体 嫁接 ; C. 黄瓜 / 
petri- dish. 培养 喧 ; scion medium. MEI, REF. oc. KM: ss. 砧木 ; 箭头 示 嫁 接 接 合 部 。 
scion. 24%; plastic tube. 塑料 管 ; graft union. 嫁接 接 Fig.2 Methods for grafiing 
合 部 ; stock. GHA; stock medium. 砧木 培养 基 。 Method A far cucumber autografting. Method B for cucumber/ 


black - seed pumpkin heterografting. Method C for cucumbergreen 
gram heterografting. sc. scion, st. stock. Arrows indicate graft union. 


2 离 体 茎 段 嫁接 体 的 发 育 过程 

与 整体 嫁接 类 似 ， 离 体 茎 段 嫁接 体 的 发 育 过 程 由 下 列 步 豫 组 成 : 在 接穗 和 砧木 之 间 形 
成 隔离 层 ; 隔离 层 两 侧 薄 壁 细胞 分 裂 产 生 愈 伤 组 织 ; 在 愈 伤 组 织 的 特定 区 域 分 化 产生 管状 
分 子 和 筛 分子， 其 相互 连接 贯穿 嫁接 面 形成 木质 部 和 十 皮 部 桥 ; 在 嫁接 面 管状 分 子 和 筛 分 
子 之 问 分 化 出 形成 层 ， 其 分 型 产生 更 多 的 连接 嫁接 双方 的 维 管 组 织 (Wang, 1992). 

植物 嫁接 之 后 ， 嫁 接 双 方 细胞 壁 物质 的 沉积 和 随后 的 聚合 作用 使 嫁接 双方 粘连 。 这 种 
初始 粘连 与 隔离 层 变 化 密切 相关 【Wang，1992; Wang & Kollmann, 1996; 刘 美 琴 等 ， 
1996)。 隔 离 层 由 嫁接 时 用 嫁接 刀 切 坏 致死 的 细胞 挤 舍 在 一 起 形成 ， 包 含 细胞 壁 、 细 胞 流 
出 的 原生 质 计 液 及 一 些 内 含 物 。 嫁 接 初 期 整体 嫁接 的 隔离 层 往往 分 布 于 整个 嫁接 面 ， 随 着 
愈 伤 组 织 的 形成 和 分 裂 ， 隔 离 层 首先 在 局 部 区 域 被 突破 ， 然 后 逐渐 扩展 ， 使 接穗 和 砧木 细 
胞 能 够 直接 接触 。 隔 离 层 是 一 个 动态 成 分 (Wang，1992; 刘 美 琴 等 ，1996)， 木 质 素 、 胖 
胜 质 、 果 胶 质 及 蛋白 组 分 都 随 嫁接 时 间 进 程 而 变化 。 这 些 变化 与 嫁接 面 两 侧 未 受 损伤 细胞 
的 细胞 学 变化 相关 。 嫁 接 体 发 育 的 早期 ， 这 些 细胞 中 高 尔 基体 、 内 质 网 、 线 粒 体 等 细胞 器 
大 量 增 加 ， 细 胞 核 和 核 仁 体积 增 大 ， 细胞质 染 色 强 度 减弱 ， 淀 粉 积累 以 及 大 量 的 小 泡 、 多 
泡 体 、 壁 旁 体 出 现 (Yong 等 , 1992; 杨 世 杰 和 类 成 后 ，1988)， 呼 吸 作 用 加 强 ， 细 胞 内 外 
物质 运输 加 剧 ， 蛋 白质 合成 速度 提高 。 这 些 细胞 产生 分 小 泡 ， 移 向 质 膜 并 与 之 融合 ,将 内 
售 物 释放 到 隔离 层 中 。 隔 离 层 的 消失 主要 是 由 于 两 侧 愈 伤 组 织 分 裂 所 形成 的 生长 压力 和 您 
伤 组 织 细胞 的 吸收 所 致 (Stoddard & Mccully, 1979). 

随 着 粘连 的 发 生 ， 嫁 接 面 薄 壁 细胞 分 裂 形成 傅 伤 组 织 。 愈 伤 组 织 数量 随 植 物种 类 和 和 嫁 
RASA TAT FER ALE RR A, ee ay th 
合 ， 在 砧木 和 接 稿 的 愈 伤 组 织 细胞 间 形 成 贯通 次 生 胞 间 连 丝 【Wang，1992)。 次 生 胞 间 连 
毕 的 形成 标志 着 砧 本 和 接穗 共 质 体 的 初步 连通 ， 此 后 砧木 和 接 厄 间 水 分 和 营养 物质 运输 能 
够 较为 顺利 地 进行 。 次 生 胞 间 连 丝 是 嫁接 基础 理论 研究 的 重大 发 现 之 一 〈《Kollmann & 
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Glockmann, 1985, 1991; Kollmann 等 , 1985; Kollmann & Schulz, 1993). 

MANERA ERAS, TRS HARM RSLERERS TF 
或 经 过 一 到 几 次 分 裂 后 形成 得 分 子 和 伴 胞 。 亲 和 性 的 嫁接 组 合 中 ， 可 形成 标志 嫁接 成 功 
的 、 贯 通 砧木 和 接穗 的 维 管束 桥 〈jefree & Yeoman, 1982; 卢 善 发 等 ，1996; PRR, RH 
茹 ，1999b)， 随 后 在 管状 分 子 和 钥 分 子 之 间 产 生 连 接 接生 和 砧木 原 有 形成 层 的 新 形成 层 ， 
分 化 产生 大 量 的 维 管束 ， 至 此 嫁接 体 的 发 育 基本 完成 。 最 近 ， 在 不 亲 和 的 嫁接 组 合 中 也 发 
现 贯通 砧木 和 接穗 的 维 管束 桥 (Schoning & Kollmann，1997)。 与 亲 和 性 嫁接 组 合 不 同 
(Schoning and Kollmann, 1995; Wang and Kollmamn，1996)， 它 们 没有 正常 的 输 导 功能 ， 不 能 
将 “C 标记 的 蔗糖 从 接穗 运输 到 砧木 (Schoning & Kollmann, 1997), 


3 离 体 茎 段 嫁接 体 发 育 的 调节 

嫁接 体 发 育 受 激 索 、 温 度 、 水 分 、 光 照 等 多 种 因子 调节 ， 其 中 激素 特别 是 生长 素 和 细 
胞 分 裂 素 的 作用 非常 显著 (Lindsay 等 ，1974; Warren Wilson, 1982; Warren Wilson and Warren 
Wilson, 1961; Sachs，1981)。 离 体 蔡 段 嫁接 体 发 育 过 程 中 ， 外 源 激素 是 嫁接 成 功 的 必要 条 
件 , 车 培养 基 中 没有 激素 ， 则 难以 形成 贯通 接穗 和 砧木 的 维 管束 桥 ( 卢 善 发 ， 宋 起 茹 ， 
1999b)。 嫁 接 体 发 育 的 最 佳 激素 条 件 随 嫁 接 体 的 不 同 而 不 同 。 番 茄 离 体 茎 段 嫁 接 体 发 育 要 
求 在 接穗 培养 基 中 加 IAA 0.2 ~ 2.0 mg/L Ml KT 0.2 mg/L， 在 砧木 培养 基 中 加 KT 0.2 mg/L 
(Parkinson & Yeoman，1982)。 乔 豆 离 体 蔡 段 嫁接 体 发 育 则 要 求 在 接穗 培养 基 中 加 IAA 1.0 
mg/L 和 KT 0.2 mg/L， 在 砧木 培养 基 中 加 KT 0.2 mg/L， 在 此 条 件 下 下 木 与 接 稿 问 的 维 管 
束 可 直接 连通 ; 当 激 素 浓度 低 时 ， 没 有 维 管 东 桥 分 化 且 易 杨 变 坏死 ; 浓度 过 高 时 ， 只 有 
30 和 % 的 嫁接 体 有 维 管束 桥 分 化 ， 呈 分支 状 分 布 于 茎 的 棱角 处 ， 而 其 余 75% 的 嫁接 体 没 有 
维 管束 桥 的 分 化 〔 刘 美琴 等 ，1996)。 

我 们 详细 地 研究 了 外 源 激 素 对 黄瓜 试管 苗 离 体 茎 段 嫁 接 体 发 育 的 影响 。 结 果 表 明 ， 当 
接穗 和 砧木 培养 基 中 都 没有 添加 植物 激素 时 ， 嫁 接 接 合 部 难以 产生 维 管束 桥 ， 也 难以 产生 
贯通 的 管状 分 子 。 当 培养 基 中 添加 植物 激素 时 ， 维 管束 桥 数 和 贯通 的 管状 分 子 数 随 激 素 浓 
度 和 种 类 的 不 同 而 不 同 。 其 中 在 接穗 培养 基 中 加 IAA 1.0 mg/L 和 ZT 0.25 mg/L， 在 砧木 培 
养 基 中 加 ZT 0.25 mg/L ( 卢 善 发 ， 宋 艳 站 ，1999b) 或 在 接穗 培养 基 中 加 IBA 1.2 mg/L 和 6 
- BA 0.3 mg/L， 在 砧木 培养 基 中 加 6- BA 0.3 me/L ( 卢 善 发 等 ，1996) 时 对 嫁接 体 的 发 
育 较 为 有 利 。 在 此 激素 条 件 下 ， 维 管束 桥 以 及 贯通 接 熏 和 砧木 的 管状 分 子 的 形成 时 间 较 
早 ， 数目 较 多 。 进 一 步 分 析 嫁 接 体 发 育 过 程 中 的 激素 水 平 ， 发 现 维 管束 烽 的 分 化 要 求 较 高 
的 IAA 水 平 及 IAA/(Z+ZR) 比率 ( 卢 善 发 ， 宋 艳 匣 ，1999a)。 最 近 ， 我 们 利用 免疫 组 织 
化 学 技术 对 黄瓜 离 体 茎 眉 嫁 接 体 内 IAA 的 动态 变化 进行 了 免疫 组 织 化 学 定位 研究 ， 发 现 接 
合 部 胶体 金 颗粒 标记 的 数量 变化 与 嫁接 体 发 育 密切 相关 〈 卢 善 发 ，2000)。 嫁 接 初期 ， 接 
穗 和 砧木 间 失 去 共 质 体 联络 ， 负责 IAA 长 蛛 离 运输 的 维 管束 也 被 切断 ， 生 长 素 的 极 性 运输 
在 嫁接 面 受 阻 ， 接 穗 一 侧 胶 体 金 颗粒 较 多 。 随 着 嫁接 时 间 延 长 ，LAA 在 接 穗 一 便 累 积 或 通 
过 扩散 ， 穿 过 隔离 层 进 和 人 砧木 一 侧 ， 刺 激 嫁接 双方 产生 愈 伤 组 织 ， 此 时 嫁接 面 两 侧 胶 体 金 
颗粒 和 逐渐 增加 。 在 维 管 组 织 分 化 ， 形 成 贯通 接 鳄 和 砧木 的 维 管束 桥 时 ， 象 积 的 胶体 金 颗粒 
数 达到 高 峰 。 而 后 随 嫁接 体 发 育 的 完成 ， 胶 体 金 颗粒 又 逐渐 减少 。 可 见 ， 植 物 激素 有 可 能 
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在 嫁接 体 发 育 过 程 中 起 决定 作用 。 


4 离 体 芝 段 嫁接 与 嫁接 亲 和 性 机 制 研究 

嫁接 亲 和 性 机 制 研究 是 具 重 要 理论 和 实践 意义 的 生物 学 课题 之 一 。 由 于 嫁接 体 的 发 育 
受 接 策 和 砧木 的 解剖 结构 、 生 长 特性 、 遗 传 特征 、 生 理 生化 性 质 ， 病 毒 或 病原 体 物 质 的 侵 
染 以 及 光照 、 混 度 和 水 分 等 外 界 因子 的 影响 ， 是 一 个 非常 复杂 的 生物 学 过 程 (Ermel 等 ， 
1997,1999)， 从 而 使 嫁接 亲 和 性 机 制 成 为 一 个 长 期 没有 解决 的 理论 问题 。 

离 体 葵 段 嫁接 系统 是 研究 嫁接 亲 和 性 机 制 的 理想 系统 。 该 系统 除 具 有 与 整体 嫁接 一 致 
的 发 育 过 程 〈 卢 善 发 等 ，1996; Wang & Kollmann, 1996) 外 ， 还 与 整体 嫁接 不 同 ; 1) 没有 
根 苗 系统 的 影响 ， 不 同 嫁 接 组 合 的 源 库 关系 一 致 。 在 通过 不 同 嫁 接 组 合 接穗 和 砧木 间 物 质 
运输 的 差别 来 研究 嫁接 亲 和 与 不 亲 和 现 象 过 程 中 ， 可 以 减少 整体 嫁接 中 因 组 合 的 不 同 而 引 
起 的 源 库 关系 强度 的 差别 进而 造成 对 嫁接 亲 和 与 不 亲 和 现 象 的 掩盖 《Rachow - Brandt & 
Kollmann，1992)。 利 用 这 一 特性 ，Schoning 和 Kollmann (1995，1997) 成 功 地 利用 离 体 嫁接 
系统 比较 了 番茄 和 向 日 芝 自 体 嫁 接 、 和 看 豆 /向 日 蓝 和 番 莫 / 马 铃 茵 异体 嫁接 发 育 过 程 中 嫁接 
接合 部 对 芒 业 的 输 导 能 力 ， 发 现 番 茹 /马铃薯 嫁接 接合 部 的 初 皮 部 没有 输 导 功能 ,是非 亲 
和 性 嫁接 组 合 。2) 环境 条 件 可 控 。 可 以 通过 改变 培养 基 成 分 来 调 榨 嫁接 体 发 育 ， 以 研究 
不 同 因 子 在 嫁接 体 发 育 过 程 中 的 作用 ( 卢 善 发 和 宋 艳 茹 ，1999b; Parkinson & Yeoman, 
1982; Parkinson 等 ,1987)。 黄 瓜 / 绿 豆 是 不 亲 和 人 性 嫁接 组 合 ， 整 体 嫁 接 时 不 能 形成 贯通 砧 
木 和 接 稳 的 维 管 束 桥 。 当 离 体 茎 段 嫁接 体 培养 在 含 适当 浓度 激素 的 培养 基 中 时 ， 接 祝 和 砧 
森 间 可 形成 路 嫁接 面 的 维 管束 桥 。 初 步 表 明 ， 利 用 植物 激素 克服 嫁接 不 亲 和 性 具有 一 定 的 
可 能 性 。 对 这 一 现象 进行 深入 研究 ， 将 为 揭示 嫁接 亲 和 性 机 制 提供 重要 的 理论 依据 - 
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